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ヒスタミン合成酵素の活性調節に関する研究
福　井　哲　也
星薬科大学　衛生化学教室
Regulation　of　Histidine　Decarboxylase　Activity
　　　　　　　　Tetsuya　FuKuI
D⑳απ7ηeηZoゾmg‘θητc　Cんθ仇s〃γHosカτση初θγs伽
はじめに
　ヒスタミンは，即時型アレルギー1・2）や炎症3・4｝
の発症，胃酸分泌の制御5’6），中枢神経系において
は神経伝達物質としての機能7’8）など，多彩な薬
理，生理作用を有する重要な生体アミンである．
最近では，細胞増殖田1）や血小板凝集12・13）を促す
細胞内メッセンジャーとしての機能も見出されて
いる．生体内においてヒスタミンはヒスチジン脱
炭酸酵素（L－histidine　decarboxylase，　HDC：EC
4．1．1．22）により，L一ヒスチジンから合成される．
ヒスタミンの産生細胞には，肥満細胞のように生
成されたヒスタミンが細胞内穎粒に貯留され，そ
の後刺激により細胞外へ放出されるタイプのもの
と，生成されたヒスタミンが直ちに細胞外に放出
されるタイプのものとがある．前者は主に血管内
皮細胞や平滑筋に作用してアレルギーや炎症に，
後者は胃酸分泌の促進，神経伝達，癌細胞や骨髄
細胞の増殖促進に関与していると考えられてい
る．この後者のヒスタミン作用は，受容体反応に
加えてHDCの活性により，強く制御されている
と考えられ，刺激によるHDC自身の合成やHDC
の活性の調節がヒスタミン作用の発現に重要な役
割を果たしているものと思われる．
　現在ヒスタミンの受容体としてH1，　H2，　H3の
3種が知られており14・15｝，ヒスタミン関連医薬品
として，H1，およびH2プロッカーがそれぞれ抗
炎症薬，および抗潰瘍薬として開発されている．
さらにヒスタミンの放出を阻害するクロモン酸も
実用に供されている．ところがヒスタミンの合成
を制御する医薬品はいまだに開発されていないの
が現状である．医薬品開発の面からみると，ある
生理活性物質の特定の作用を抑えるためには，一
般に受容体拮抗薬が選択性の高い薬として有用で
ある．しかしながら，ある病因，病態に関わる条
件下で，その生理活性物質の合成酵素系が誘導さ
れる場合や，合成系の酵素の活性が修飾を受ける
場合には，そのような誘導や修飾を抑えることが
望ましく，そのためにはその生理活性物質の合成
の調節機構を解明することが必要である．ヒスタ
ミンの場合，生体内においてHDC活性が変動す
る主な例として炎症，あるいは胃酸分泌がある．
炎症に関しては，強力な起炎物質であるTPA
（12－0－tetradecanoylphorbol－13－acetate）がマウ
ス皮膚のHDC活性を高めること16｝，インターロ
イキン1やリポポリサッカライドの投与により
マクロファージや白血球のHDC活性が上昇する
こと17・18）が知られている．また胃酸分泌は，ガス
トリンやアセチルコリン刺激により産生されたヒ
スタミンによって引き起こされるが，抗潰瘍薬で
あるH2プロッカーの投与は胃のHDC活性を上
昇させることがわかっており19｝，不用意に投与を
中止すると逆に胃潰瘍を悪化させる恐れがあるこ
とはよく知られた事実である．従ってヒスタミン
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合成の制御機構を解明することは，新規の作用を
持っヒスタミン関連医薬品の開発の面からも重要
であると考えられる．ところが従来からHDCは
その精製が困難であったため，分子レベルでの基
礎研究は遅れていた．そこで我々はまずHDCの
精製に取り組み，単一なHDC蛋白質を得ること
に成功した．これを足がかりとし，ヒスタミン生
成の調節機構に関する一連の基礎研究を行ってき
た．ここでは，HDCの精製，　cDNAクローニング
によるHDCの全一次構造の解明，酵素活性の調
節機構の解析などを中心に，現在までの成果の一
部を概説する．
1．癌化肥満細胞のHDCの精製および諸性質
　HDCは我々が精製に着手した当時は，後述の
不溶性画分の酵素は知られておらず，その低含
量，不安定性から，可溶性酵素としては精製がき
わめて困難な酵素とされていた．1985年に，大
量のラット胎児肝臓から最初の精製が試みられた
が，その最終精製ステップはSDS一ポリアクリル
ァミドゲルからのHDCのバンドの抽出であり，
その一次構造の解析はなされなかった20）．また胎
児肝臓のヒスタミン産生細胞は同定されておら
ず，生体の主なヒスタミン産生細胞である肥満細
胞や好塩球に存在するHDCに関しては，大量に
調製することが困難であることもあり，その酵素
学的な情報はほとんど得られていなかった．そこ
で我々はこれらの細胞の代わりとして，マウスの
癌化肥満細胞（Mastocytoma　P－815細胞株）を
利用することにした．すなわち，この細胞が粘膜
型肥満細胞の性質を維持した腹水型癌細胞として
大量に調製することが可能であるということ，ま
た比較的HDCの含量が高いという性質に着目
し，これを酵素精製の出発材料として用いること
にしたのである．
　酵素精製には，一回にっきマウス約1000匹を
用いた．マウスの腹腔内に腹水型P－815細胞を移
植し，7日後に増殖した細胞を採取して破砕後，
超遠心して得られた上清を粗酵素標品とした．こ
れを硫安分画後，pH　7．5およびpH　6．0の低イオ
ン強度緩衝液に対して順次透析し，さらに各種カ
ラムクロマトグラフィーを行い，約13，000倍に
精製して電気泳動的に単一な標品を得た21｝．
Table　1に精製の結果を示した．精製ステップ
は，汎用されるカラムクロマトグラフィーの組み
合わせのみで構成されているが，これは我々の予
備的な検討の結果，考えうるアフィニティークロ
マトグラフィーがことごとく，癌化肥満細胞の
HDCの精製には有効ではないということがわ
かっていたためである．重要なポイントは硫安分
画後の2種のpHでの低イオン強度下における透
析である．このステップでは精製倍率は上昇しな
いが，これを省略すると後半の精製において収
率，純度共に著しく低下し，単離が殆ど不可能と
なる．この，低イオン強度で変性する蛋白を除く
操作は，ラット肝臓のホスホリパーゼCの精製に
Table　1。　Puri6cation　of　histidine　decarboxylase　from　mouse　mastocytoma　P－815　cells．
Steps Protein　　　Activity　　Specific　activity　Yield
（mg）　　（nmollmin）　（nmo1／min／mg）　　（％）
1．Cytosol
2．Ammonium　sulfate（25－55％）and　pH　7．5　dialysis
3、pH　6．O　dialysis
4．DEAE－Sepharose　CL－6B
5．Phenyl－Sepharose　CL－4B
6．Hydroxylapatite
7．Phenyl－Superose（HPLC）
8．Mono　Q（HPLC）
9．Diol－200　gel　filtration（HPLC）
2，700
1，350
1，190
260
　19．5
　2．57
　0．158
　0．035
　0．Ol5
174
164
147
9Ll
52．4
34．0
26．9
18．2
12．2
　0．064
　0、122
　0，124
　0．350
　2．69
13．2
170
520
800
100
94
84
52
30
20
15
10
　7
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Table　2．　Properties　of　HDC　purj6ed　from　mouse　mastocytoma　P・815cell＆
Molecular　mass
κm
γmax
pI
Substrate　speci而city
　Substrate
　L－Histidine
　L－DOPA
　L－Tyrosine
　L－Tryptophan
　5－Hydoroxy－L－tryptophan
Coenzyme
（＋SDS）
（－SDS）
53kDa
llOkDa
　O．26mM
　LO6μmol／min／mg
　5．4
Amine　formed（pmol／min）
　　　47
　　　0
　　　0
　　　0
　　　0
PLP（Optimal　concentration，10－5M）
も必須であり22），pHの設定に若干の工夫を必要
とするが，含量の低い蛋白質の精製にはある程度
一般的に有効な方法であるものと考えている．
Table　2に精製したP－815細胞のHDCの性質を
まとめた．精製表品の，還元条件下におけるSDS
電気泳動上での分子量は53kDa，　Sephacryl　S－
300を用いたゲルろ過での分子量は約110kDa
であったことから，本酵素は分子量53kDaのサ
ブユニットから成るダイマー酵素であると考えら
れた．また，本酵素は補酵素としてピリドキサー
ルリン酸を必要とするB6酵素で，　L・ヒスチジン
のみを基質とする特異的な脱炭酸酵素であり，広
く芳香族アミノ酸を基質とする非特異的脱炭酸酵
素（ドーパ脱炭酸酵素，Dopadecarboxylase
（DDC））とは異なるものである．　HDCの等電点に
関しては，ラットの組織では，いくつかの異なる
等電点を有するHDCが存在することが報告され
ているが23・24），これらの報告では酵素の精製がな
されておらずその分子的異同については不明であ
る．ところで，我々はマウスの胃からも，癌化肥
満細胞のHDC精製に用いた方法を参考にして，
HDCを約4万倍に精製し，電気泳動的に単一な
標品を得たが，その標品の等電点は癌化肥満細胞
のHDCと同じく5．4であり酵素的な性質も同一
であった25）．また，癌化肥満細胞のHDC，マウス
胃のHDC共に，精製の各カラムクロマトグラ
フィーにおいて常に単一のピークとして溶出され
ることが確認された．さらに，マウス各組織の
HDC　mRNAを，後述のHDC　cDNAをプローブ
としたノザンプロットハイブリダイゼイション，
およびRT－PCR法で解析し，2．7　kbの一種類し
か存在しないことを見いだしている．このことは
等電点の異なる複数のHDC分子種はljン酸化な
どのHDCの翻訳後修飾による産物である可能性
を示唆している．
2．HDCのcDNAクローニング
　精製した癌化肥満細胞のHDCのN末端から
のアミノ酸配列はエドマン分解法では解析でき
ず，N末端アミノ酸は修飾を受けているものと考
えられた．しかし微量アミノ酸配列解析が可能な
量を得ることができたので，その部分アミノ酸配
列をもとにしたcDNAのクローニングを試み
た26㌧まず，精製HDCをリジルエンドペプチ
ダーゼで消化し，生成したペプチド断片を逆相
HPLcにより精製した（Fig．1A）．その中から，12
個のペプチドの部分アミノ酸配列を，気相シーク
エンサーを用いて決定し（Fig．1B），その中からペ
プチド1とペプチド12のアミノ酸配列をもと
に，2っのプライマーを合成してPCRを行い，
DNA断片を増幅した（Fig．　lc）．このDNA断片
をプローブに用いてP・815細胞のcDNAライブ
ラリーをスクリーニングし，λgtl1ベクターに導
入した8万個の組み換え体の中から5つの陽性
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Fig．1．　Synthesis　of　a　cDNA　probe　for　HDC
　　　　from　P－815cells．
　　　　（A）　Separation　of　AP－1－digests　by
　　　　reverse－phase　HPLC．（B）Partial　amino
　　　　acid　　sequences　of　peptides　（1－12）．
　　　　Boxes　indicate　differences　in　amino
　　　　acid　residues　between　HDC　of　P－815
　　　　cells　and　that　of　rat　liver．　　The
　　　　sequences　used　for　the　synthesis　of
　　　　primers　are　underlined．　（一）；not
　　　　detected．　　（C）　Visualization　of　the
　　　　cDNA　probe　separated　on　a　1．0％
　　　　agarose　gel、
クローンを単離した（Fig．2A）．得られた5っの
クローンは，全てHDCをコードしており，その
うちの1個は全長2371塩基から成っており
HDCの全翻訳領域を含んでいた．　HDCの翻訳領
域（1986塩基）の塩基配列から推定されるアミ
ノ酸の数は662個であり，それから計算される
HDc蛋白の分子量は74，017であった（Fig．2B）．
また，N一グリコシレーションサイトとプロテイン
キナーゼAによるリン酸化サイトの存在がそれ
ぞれ4ヵ所と2ヵ所認められた．
3．HDCの翻訳後プロセシングの可能性
　HDC　cDNAの塩基配列から計算される分子量
74kDaは，我々が精製したHDCのSDS電気泳
?
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Fig，2．　Sequence　analysis　of　HDC　cDNA
　　　　clones．
　　　　（A）Restriction　maps　of　5　cDNA　clones．
　　　　The　amino　acid　coding　region　is
　　　　shown　as　a　bold　line，（B）Sequences　of
　　　　cDNA　and　amino　acids　of　HDC．　The
　　　　partial　　amino　　acid　　sequences
　　　　determined　by　amino　acid　sequence
　　　　analysis（Fig．　IB）are　underlined．　A
　　　　consensus　poly　（A）signal　is　boxed．
　　　　（一…）and（～）indicate　potential　sites　of
　　　　N－glycosylation　and　of　phosphoryla－
　　　　tion　by　cAMP－dependent　protein
　　　　kinase，　respectively．
動における結果から計算される53kDaよりも約
21kDa大きい。前述のように，マウスP－815細
胞，およびマウス各臓器のHDC　mRNAは，それ
ぞれ2．7kbの一種類しか存在しないことを確か
めているので，P－815細胞において複数のHDC
分子種が翻訳されている可能性は低いと思われ
る．従って，本細胞にみられる74kDaの分子種
はHDCの前駆体であり，翻訳後にプロセシング
されることにより，53kDaの成熟型HDCに変換
されると考えられる．なお，Fig．2Bの下線で示
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すリジルエンドペプチダーゼ処理で得られたペプ
チド断片は，N末端から465番までのアミノ酸
配列の中にすべて含まれ，それ以後のC末端側の
ペプチド断片は検出されなかったこと，またC末
端領域の部分合成ペプチドに対するウサギ抗血清
を調製し，ウエスターンプロット解析を行ったと
ころ，その抗体は，後述の昆虫細胞に発現させた
74kDa　HDCとは反応したが，精製HDCの53
kDaサブユニットとは反応しなかったことから，
プロセシングにより除かれる部位は，74kDa蛋
白のC末より約21kDaのペフ゜チドであることが
推測される．しかし精製酵素のC末端アミノ酸に
っいては，十分な蛋白量が得られていないことも
あり，現在のところその同定には至っていない．
　ところで現在までに，マウスのP－815細胞以外
に，ラット27｝とヒトのbasophilic　leukemia細
胞28）およびerythroleukemia細胞29）のHDC
cDNAがクローニングされているが，いずれの場
合も，塩基配列から推定されるHDC蛋白の分子
量は約74kDaである．一方，ラット胎児肝臓20）
をはじめとする現在までのHDCの精製に関する
報告は，HDCが癌化肥満細胞と同じく53－55
kDa前後の分子量をもつことを記述しており，
HDC蛋白の翻訳後プロセシングは，多くの組織
や細胞においてみられる共通の現象であると考え
られる．
4．バキュロウイルスー昆虫細胞系を用いたHDC
　　の発現
　分子量74kDaのサブユニットを持っHDCは，
HDCのcDNAクローニングの結果より初めてそ
の存在が推定されたものであり，当然のことなが
ら蛋白質レベル，または酵素レベルでの性質が今
までに報告された例はない．そこで，74kDa
HDC，そのC末端側20　kDaを欠失させた54
kDa　HDC，および両者の中間の分子量を持つ64
kDa　HDCの3種の組換えHDCを構築し，それ
らをバキュロウイルスー昆虫細胞系を用いて発現
させ，それらの性質を比較検討した3α。
　すなわち，HDC　cDNA，および54　kDa，64
kDaに対応する位置にストップコドンを挿入し
たHDC　cDNAをpVLI393ベクターのポリヘド
リンプロモーターの下流に挿入し，それをSf－9
昆虫細胞にトランスフェクトした．リコンビナン
トHDCを発現しているSf－9細胞を［35S］メチオ
ニンで標識し，細胞を分画後，オートラジオグラ
フィーで解析したところ，74kDaのHDC分子の
バンドの殆どは，沈殿画分に回収された（Fig．3）．
一方，リコンビナント54kDa　HDCあるいは64
kDa　HDCのバンドは，細胞由来の酵素と同様に
可溶性画分に検出された（Fig．3）．従って，74
kDa　HDCのC末端のペプチドは，　HDCの可溶
性に影響するものと考えられた．このC末端のペ
プチド部分には，4っのシステイン残基が集中し
ており（F g．2B），このSH基を介して，分子内あ
るいは分子間ペプチドがS・S架橋され凝集体を
形成することが予想される．またリコンビナント
54kDa　HDCの酵素比活性は我々が精製した53
ppt sup
（kDa）
器：
43　一
30　一
「一一一一一一一「「一一一「
　＿　＿74
－　　　　－64　　　－54
　　　12345イ2345Fig．3．　Image　analysis　of　mutant　HDC　ex－
　　　pressed　in　Sfg　cells．
　　　Sfg　cells　were　seeded　on　35－mm
　　　dishes，　and　then　mock・infected（lane
　　　1），or　infected　with　wild－type　AcNPV
　　　（】ane　2），　vHDC5（】ane　3），　vHDC6（】ane
　　　4）or　vHDCI（lane　5）．　The　cells　were
　　　labeled　with［35S］methionine（30μCi），
　　　sonicated　and　centrifuged　at　100000×
　　　ρfor　60min．　Aliquots　of　fractions
　　　from　the　column　were　subjected　to
　　　SDS－PAGE，　followed　by　autoradio－
　　　graphy．
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Table　3．　Distribution　of　HDC　activity　in　vari－
　　　　ous　tissues　of　mouse．
Tissues
HDC　activity（fmol／min／mg　Protein）
　　　　　　　　　54kDa
、73　　　　　　「　　　　、94
LIQEAAN雌QHCTSQPSPRA
SupernatantPrecipitate
Brain
Heart
Lung
Liver
Stomach
Spleen
Kidney
Testis
　67．O
　N．D．
　N．D．
　11．2
4600
　30．3
　9．64
　7．78
　2L2
　486
　ND．
　7．52
4430
　14．2
　1．93
　17．0
　Supernatants　and　precipitates　fractions　of　mouse
tissues　were　prepared　and　assayed　for　HDC
activity．　ND．；not　detected．
kDa　HDCとほぼ同じであったが，74　kDa　HDC
の比活性はその10分の1以下であった．
　以上の結果は，74kDa　HDCが低活性な不溶性
蛋白であり，プロセシングを受けた結果，可溶性
の活性な53kDa　HDCに変換される可能性を示
唆している．但し，バキュロウイルスー昆虫細胞系
のような強制発現系で発現させた蛋白質が生理的
な蛋白質と同じ性質を持つかどうかにっいては今
後さらに綿密な検討を行うことが必要と考えられ
る．しかしながら，予備的検討の結果，我々はマ
ウスの各臓器の沈殿画分にはHDC活性が存在し
ており（Table　3），その沈殿画分の酵素の，種々の
界面活性剤に対する抵抗性など，いくっかの蛋白
質化学的な性質がリコンビナント74kDa　HDC
とよく似ていることを確認している．
5．インビトロにおけるプロセシングのモデル
　マウスHDCのアミノ酸配列には，　Fig．4に示
すように，エラスターゼの特異的基質となるべき
cleaving　siteが存在し，この部位で加水分解が起
こると計算上54kDaの分子量を持っN末端ペ
プチドが生成する事になり，我々が精製した酵素
の分子量（電気泳動的に53kDa）とよく対応す
る．そこで，74kDa　HDCに働くと考えられる生
理的なプロセシング酵素がどのようなタイプのプ
H2N
L 」
54kDa
　COOH」
74kDa
Fig．4．　Putative　proteolytic　cleavage　site　of
mouse　HDC　by　elastase．
None
Trypsin“0μ9／ml）
Chymotrypsin（10μg／ml）
Papain（50μ9∫mり
Collagenase（10μ9／ml｝
PPE（6μ9’mり
HLE（10μ9／mり
0　　　10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60
　　　　　　　　　　　HDC　Activity（pmollmin）
Fig．5，　Effect　of　various　proteases　on　HDC
　　　activity　in　the　particulate　recombinant
　　　mouse　mastocytoma　HDC．
　　　The　particulate　fraction　was　incubated
　　　for　lOmin　at　37°C　with　the　indicated
　　　concentrations　of　trypsin，　chymo－
　　　trypsin，　papain，　collagenase，　porcine
　　　pancreatic　elastase（PPE），　or　human
　　　leukocyte　elastase（HLE）．　An　allquot
　　　of　each　reaction　rnixture　was　assayed
　　　for　enzyme　activity．
ロテアーゼであるかを推定するために，種々のプ
ロテアーゼをモデルとして用い，リコンビナント
74kDa　HDCを基質としてプロテァーゼ反応の影
響をインビトロで検討した3u．　Fig．5にその結果
の一部を示したが，予想されたとおり，ブタ膵臓
エラスターゼ（porcine　pancreatic　elastase，　PPE）
はHDCの活性を5倍程度に上昇させることがわ
かった．パパインやコラゲナーゼにも若干の活性
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化作用がみられたが，酵素量やインキュベート時
間を増やすとHDC活性は消失してしまったた
め，これらは非特異的な加水分解による一時的な
活性化に起因するものであると考えられる．
　次にリコンビナント74kDa　HDCをエラス
ターゼで処理した反応液を，超遠心により沈殿画
分と上清画分とにわけて調べたところ，上昇した
HDC活性は上清画分に回収されることがわかっ
た（Fig．6）．そこで，この沈殿画分，上清画分をそ
れぞれSDS一電気泳動で分離し，ウェスタンブ
ロット法により解析した（Fig．7）．抗原抗体反応
には，グルタチオンーS一トランスフェラーゼとの
フユージョン蛋白として大腸菌に強制発現させて
得たHDCに対するウサギ抗血清を用いた．その
結果，沈殿画分に存在する74kDa　HDCはエラス
ターゼ処理により54kDaの分子種に変化し，し
かも可溶性画分に遊離していることが判明した．
また遊離した酵素をゲル濾過により解析したとこ
Contro！
PPE
PPE＋Elastatina｜
PPE＋PMSF
boiled　PPE
0　　　　10　　　　20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60
　　　　　　　　HDC　Activity｛pmol／min｝
Fig．6．　Solubilization　of　the　particulate　re－
　　　combinant　mouse　mastocytoma　HDC
　　　by　porcine　pancreas　elastase（PPE）．
　　　The　particulate　recombinant　74　kDa
　　　HDC　was　treated　with　PPE（6μg／mD，
　　　PPE　（6μg／ml）plus　Elastatinal　（10
　　　μg／mD，　PPE　（6μg／ml）plus　phenyl－
　　　methylsulfonyl　nuoride（1mM），　or　PPE
　　　（6μg／ml）heated　at　lOO°C　for　5min，
　　　and　then　the　reactlon　mlxture　was
　　　spun　at　100，000×g　for　20min．　The
　　　supernatant　was　assayed　for　HDC
　　　act1Vlty．
Compe川or　None　　　　　　　　　GST－HDC
None　PPE　　　　　　　None　PPE　　　　purifled　　　　　　　　　　purifled
spsp　　　spsp　　　　　　　韓翼≡1曇≡ピ．＾ 一
　　　　　　　　庄　（・＾≡　　LF＝翫・r兵゜〉
ii三膿難：覇騰…糠
　30　－“レ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ー烹た高．
Fig．7．　Conversion　　of　the　　particulate　　re－
　　　combinant　mouse　mastocytoma　74
　　　kDa　HDC　into　soluble　53　kDA　species
　　　by　PPE．
　　　The　reaction　mixture　with　PPE　as
　　　described　in　Fig．5was　centrifuged　at
　　　100，000×gfor　20min．　Aliquots　of　the
　　　obtained　supernatant　and　particωate
　　　fractions　from　PPE－treated　recom・
　　　binant　74　kDa　HDC　species　were　im・
　　　munoblotted　against　amnity－puri6ed
　　　anti－HDC　antibody　（1：1000），　with
　　　（right）or　without　（left）GST・fusion
　　　HDC　（5μg／m1）．　s，　supernatant；p，
　　　precipitate；purined，　purified　masto－
　　　cytoma　HDC．
ろ，癌化肥満細胞から生成したHDCと同じくダ
イマーを形成していることがわかった（Fig．8）．
さらに，リコンビナント74kDa　HDCの代わり
に，マウス胃の沈殿画分（Table　3）を用いて，同
じ条件下でエラスターゼ処理実験を行ったとこ
ろ，HDC活性の上昇，可溶性画分への移行，54
kDa分子種の生成が同様に認められた．
　以上の結果は，不溶性の74kDa分子種として
翻訳されたHDCがエラスターゼ様の基質特異性
を持つプロテアーゼにより，活性，局在性の調節
を受けている可能性を示唆するものである．
6．HDC　mRNAレペルの増大を介したHDC活
　　性の誘導
次に，HDC遺伝子の転写レベルでの調節に関
して検討を行った．HDC活性ならびにヒスタミ
ンの含量は，種々の刺激により増大することが知
られているが，その変動を誘起するメカニズムは
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Fig．8．　Molecular　mass　of　PPE－solubilized
　　　HDC　species．
　　　The　supernatant　from　PPE－treated
　　　recombinant　74kDa　HDC　as　described
　　　in　Fig．6　0r　the　puri丘ed　mouse
　　　mastocytoma　HDC　was　separately
　　　applied　to　a　Superose　12　HR　lO／30
　　　column　equilibrated　with　50mM　po－
　　　tassium　phosphate（pH　6．8）containing
　　　O．2MNaCI，0．2　mM　dithiothreitol，0．Ol
　　　mM　pyridoxal　5’phosphate，2％poly－
　　　ethylene　glycol＃300．　Aliquots　of　the
　　　fractions　were　assayed　for　the　enzyme
　　　activity　（A）or　immunoblotted　on
　　　SDS－PAGE（B）to　determine　the　size　of
　　　the　HDC　peptide．
不明であり，特に，主要なヒスタミン産生細胞で
ある肥満細胞のHDC活性の制御に関する知見
は，本細胞の大量調製や培養が不可能なこともあ
り，殆ど得られていなかった．そこで，培養系を
用い，P－815細胞のHDC活性に変動を来す薬物
がHDC遺伝子の転写レベルでの変化をもたらす
ものであるかにっいて解析した．
　a．デキサメサゾン，TPA同時処理による
　　HDC活性とHDC　mRNA増加反応の相乗効
　　果
　まず我々はデキサメサゾンの効果について検討
し，これが，P－815細胞のHDC活性を顕著に増
大するが，その作用は発癌プロモーターである
TPAを共存させることにより，相乗的に促進さ
れることを見いだした（Fig．9）321．またこのデキ
サメサゾンおよびTPAによる効果はHDC
mRNA量の増大によるものであることを明らか
にした（Fig．10）．さらに，このTPAによるHDc
活性の増加は，Cキナーゼの活性化を介する
HDC遺伝子の転写が促進された結果であること
を示した32）．
　b．cAMPとCa2＋によるHDC活性の増大
　次に，cAMPとCa2＋が本細胞のHDC活性に
及ぼす作用を検討した．Fig．11に示すように，ジ
ブチリルcAMPはHDC活性を増加させるが，
12
　???????????????⌒?????。?　　
　
　
　?????。???
　0　　0　　　　　3　　　　　6　　　　　9　　　　　12
　　　　　　　　　　Time（hr）
Fig．9．　Time　course　of　the　HDC　activity
　　　lncrease　ln　mastocytoma　P－815　cells
　　　after　the　addition　of　dexamethasone
　　　and／or　TPA．
　　　Mastocytoma　P－815　cells　（1．6×105
　　　cellslml）were　treated　for　the　indicated
　　　times　without（○）or　with　100　nM
　　　dexamethasone（□），10nM　TPA（△）or
　　　dexamethasone　plus　TPA（●）．　The
　　　cells　were　harvested，　washed　and
　　　assayed　for　HDC　activity．　Each　point
　　　represents　the　mean±S．E．　for　three
　　　samples．
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Fig．10．　Effect　of　dexamethasone　and／or　TPA
　　　　on　the　HDC　mRNA　level　in　masto－
　　　　cytoma　P－815cells．
　　　　Mastocytoma　P－815　cells（1．6×105
　　　　cells／ml）were　incubated　in　80　ml　of
　　　　culture　medium　in　the　absence（a）or
　　　　presence　of　100nM　dexamethasone
　　　　for　6　h（b），　dexamethasone　plus　10nM
　　　　TPA　for　6　h（c），10h（d）or　12h（e）．
Ca2＋イオノフォアであるA23187はその増加作
用を相乗的に促進することを見いだした33㌧細胞
を洗浄し，細胞外のCa2＋を除去すると，　A23187
が示す相乗効果は消失した．またこの際，HDC
mRNA量も相乗的に増大していることがわかっ
た（Fig．12）．　A23187の効果は，ホスポジエステ
ラーゼの阻害剤やプロスタグランジンElとの組
み合わせによっても認められたことから，細胞内
のcAMP濃度の上昇を伴う反応に関わるもので
あると考えられる33）．
　c．マウスのHDC遺伝子のプロモーター活性
　以上のようにP－815細胞のHDC活性が種々の
刺激により増大し，それがHDC　mRNAレベルの
上昇を介して起こることは，HDC活性が，　HDC
遺伝子の転写の制御により調節されている可能性
を示唆するものである．そこで，HDC遺伝子のプ
0
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Fig．11．
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　　　　　　Time（h）
Time　course　of　the　HDC　activity
increase　in　mastocytoma　P－815　cells
after　addition　of　DBcAMP　and／or　A
23187．
Mastocytoma　P－815　cells（L7×105
cells／ml）were　cultured　in　20　ml　of
medium　containing　for　indicated
times　without（▽）or　with　l　mM
DBcAMP（○），100nM　A23187（△）or
DBcAMP　plus　A23187（●）．　The　cells
were　harvested，　washed　and　assayed
for　HDC　activity．　　Each　point
represents　the　mean±SE．　for　three
samples．
ロモーター領域についての解析を行った34｝．P－
815細胞から単離したHDC　cDNAをプローブに
用いて，マウスの遺伝子ライブラリーのスクリー
ニングを行い，HDC　cDNAの5’一非翻訳領域を含
んでいるクローンを得た．次に，プライマー伸長
法とS1マッピングを行ってマウスHDC遺伝子
の転写開始点を決定し，プロモーター領域の検索
を行ったところ，転写開始点の27bと61b上流
に，それぞれ，TATA－boxに類似した配列
（TAAATAA）とGC－boxの存在が認められた
（Fig．13）．さらにその上流には，　GATA配列やグ
ルココルチコイド，インターフェロンγやイン
ターロイキンー6の応答領域（それぞれGRE，γIF－
N－REおよびNF・IL－6／PEA－3）のコンセンサス配
列と一致する配列が見っかった．しかし，TPA応
答領域（TRE）の存在は，認められなかった．さら
に，本遺伝子のプロモーター領域に，レポーター
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Fig．12．　Effect　of　DBcAMP　and／or　A231870n
　　　　the　HDC　mRNA　leveL
　　　　Mastocytoma　P－815　cells（1．6×105
　　　　cells／ml）were　cultured　in　80ml　of
　　　　culture　medium　in　the　absence（a）or
　　　　presence　of　100nM　A23187（b），1mM
　　　　DBcAMP　（c）　or　A　23187　plus
　　　　DBcAMP（d）for　6　h，
　　　　　　　　　　’〃一御●
？●●●●甲●●●●●●
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Fig．14．　Effects　of　dexamethasone　and／or
　　　　TPA　on　the　mouse　HDC　promoter
　　　　activity．
　　　　A：A　diagram　of　the　5’－nanking
　　　　region　of　the　mouse　HDC　gene　and
　　　　two　5’deletion　constructs　of　HDG
　　　　CAT　fusion　gene．　B，　C：The　CAT
　　　　assay　of　the　HDC－CAT　fusion　gene．
　　　　Dexamethasone（D）and／or　TPA（T）
　　　　were　treated　12h　before　harvesting
　　　　the　cells．
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CTCTGTCTGTCTGCCA㏄AGGAGCAATCCAAGGGAGATCATGGAGCCCTGTGA八TACCGT　　＋120
　　　　　　　　　　　　　HHEPCεYR
・A＾・AC・GT・U・・CT・CC・＾㏄・・G・手・G・GTG…G・T・G・T・竹CC・・G・TG竹・G・1・・
E　　Y　　R　　E　　Y　　Y　　R　　A　　R
Fig．13．　Sequence　of　mouse　HDC　gene　5’－
　　　　　franking　region．
遺伝子としてCAT遺伝子を導入し，それをP－
815細胞を用いて一過性に発現させることによ
り，プロモーター活性の測定を行った（Fig．14）．
その結果，－267から一43の領域を含むプラス
ミドを導入した細胞をグルココルチコイドと
TPAで刺激すると，相乗的にプロモーター活性
が増大した．この領域は典型的なAP－1結合配列
を含まず，P－815細胞のHDC遺伝子の転写の活
性化には，AP4以外の因子が関与している可能
性が示唆された．またcAMPとCa2＋による誘導
に関しても同様の検討を行い，－267から一53
に転写調節領域が存在することを明らかにした．
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7．おわりに
　従来からヒスタミン作用の調節に関しては，ヒ
スタミン貯留細胞からの遊離，および受容体を介
する情報伝達という側面から解析が行われてきた
が，我々はヒスタミン自体の生合成の制御という
観点から研究を行ってきた．そして，1）翻訳後の
プロセシングによる調節，すなわち74kDaの前
駆体タンパクとしてmRNAから翻訳された不溶
性HDCはそのC末端側でプロセシングを受けて
53kDaの可溶性ペプチドに変換され，このサプ
ユニットの2量体が活性型のHDCとして機能し
ていると考えられること，またこのプロセシング
にはエラスターゼタイプのプロテアーゼが関与し
ているらしいこと，2）転写レベルでの調節，すな
わち種々の刺激によりHDCの誘導が調節を受け
ていること，を明らかにした（Fig．15）．
　HDCの翻訳後修飾は本酵素の活性調節に重要
な役割を果たしているものと思われるが，それを
明らかにするためには，生理的に働いているプロ
セシング酵素の同定，およびプロセシングが生理
的に調節を受けていることを示す必要がある．予
備的な検討の結果，我々はマウスの胃にプロセシ
ング酵素の候補を検出し，その活性がストレスな
どの刺激により変動することを見いだしている．
これについては現在検討中である35）．
　この研究の進展にともない，HDC酵素蛋白の
翻訳後修飾の阻害剤，あるいは，HDC遺伝子の転
写因子の阻害剤などの開発に関する基礎的な知見
を得ることができると考えられる．最初にも述べ
G｝ucocort｝coldπPA
Ca2◆・ionophoro∫cAMP
genome　HDC
HDC　mRNA↓
＜＜／
　／（）（）！　　HDC　mRNA
　　　↓74kD・HDC
　　　　　　　　　ロ　　　ロ　　　…一・。。・les李active
　　　↓一
…1・・ 　　　．栢≡当8召。，S＝
　　　　　　　　　　　　　53kDa　HDC
　　Fig．15．　Control　of　HDC　activity．
たように，ヒスタミンは生体にとって種々の重要
な役割を持っアミンであることが，最近次々に明
らかにされてきており，今後のヒスタミン関連医
薬品を考える場合，いったん生合成されたヒスタ
ミンの作用を抑えるための医薬品の作用には，き
わめて高い選択性が要求されるといってよい．
従って，ある条件下でヒスタミンの生合成自体が
変化する場合には，その変化を制御することがで
きる医薬品を開発することがきわめて重要である
と思われる．我々の得た基礎的知見がそれに貢献
できることを期待しっっ，今後も検討を進めてい
くっもりでる．
? ?
　本研究に対し第4回大谷賞を賜りましたこと
を大谷孝吉理事長に厚く感謝申し上げます．また
本研究の御指導をいただきました京都大学薬学部
市川厚教授，及び研究に御協力いただいた京都大
学薬学部衛生化学研究室の皆様に謹んで感謝いた
します．
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